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Abstrak
Pada penelitian ini telah dilakukan amobilisasi enzim lipase dari Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
menggunakan bentonit untuk meningkatkan kestabilan enzim.  Tahapan prosedur yang dilakukan pada penelitian
ini meliputi: kondisi pertumbuhan optimum, produksi, isolasi, pemurnian, amobilisasi dan karakterisasi enzim
lipase hasil pemurnian sebelum dan sesudah amobilisasi.  Aktivitas  enzim lipase ditentukan dengan metode
Titrimetri. Kadar protein ditentukan dengan metode Lowry.  Hasil penelitian menunjukkan kondisi optimum
pertumbuhan Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 menghasilkan enzim lipase dengan aktivitas tertinggi pada
pH 7, temperatur 35°C dan waktu inkubasi selama 48 jam.  Aktivitas spesifik enzim hasil pemurnian sebesar
520,000 U/mg, meningkat kemurniannya 9,2 kali dibandingkan ekstrak kasar enzim lipase dengan aktivitas
spesifik sebesar 56,491 U/mg.  Enzim lipase hasil pemurnian mempunyai suhu optimum 35°C, KM 86,177
mgmL-1 substrat, Vmaks 35,714 μmol mL-1 menit-1, ki = 0,023 menit-1, t1/2 =  30,130 menit, dan ∆Gi = 95,669 kJ
mol-1.  Enzim lipase hasil amobilisasi mempunyai suhu optimum 35 °C, KM 4,742 mgmL-1 substrat, Vmaks 4,854
μmol mL-1 menit-1,  ki = 0,018 menit-1, t1/2 =  38,500 menit, dan ∆Gi = 96,296 kJ mol -1.  Berdasarkan penelitian
yang telah dilakukan diketahui bahwa amobilisasi enzim lipase menggunakan matriks bentonit dapat
meningkatkan kestabilan enzim dibandingkan dengan enzim tanpa amobilisasi.
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Increase The Stability of Lipase From Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 By Immobilization Using Bentonite
Abstract
The aim of this research is to increase the stability of lipase from Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583 using
immobilization method with bentonite.  Several procedures were performed to achieve the aim, which were
optimum growth condition, production, isolation, purification, immobilization and characterization of the
purified enzyme before and after immobilization.  Lipase enzyme activity was determined by Titrimetic method.
Protein content was determined by Lowry method.  The results showed that the optimum condition of P.
aeruginosa ATCC 27583 to produce the lipase with the highest activity was at pH 7, temperature 35°C  and
incubation time for 48 hour.  The specific activity of purified  lipase was 520.000 U/mg, an increase of 9.2 times
compared to that of the crude extract which has  56.491 U/mg.  The characteristics of purified lipase were
optimum temperature of 35°C;  KM 86.177 mg/mL-1substrate; Vmax 35.714 μmol/mL-1min-1; ki = 0.023 min-1, t1/2
= 30.130 minutes, and ΔGi = 95.669 kJ mol-1.  The characteristics  of the  immobillized lipase were optimum
temperature of 35°C; KM-1 4.742 mg/mL-1 substrate; Vmax 4.854 μmol/mL-1 min-1 , ki = 0.018 min-1, t1/2 = 38.500
minutes, and ΔGi = 96.296 kJ mol-1.  Immobilization using bentonite was able to increase the stability of lipase.
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Pendahuluan
Saat ini enzim sebagai biokatalis telah
banyak diaplikasikan secara komersial untuk
proses-proses industri, antara lain dalam
industri pangan, medis, kimia dan farmasi
(August, 2000). Salah satu enzim yang sering
digunakan dalam industri adalah lipase.
Penggunaan lipase untuk skala komersial masih
agak terbatas karena alasan ekonomis dimana
lipase memiliki harga yang mahal (Kaewthong,
2005). Enzim lipase dari bakteri Pseudomonas
aeruginosa merupakan enzim ekstraselular
yang relatif lebih mudah diisolasi dan
diproduksi karena lebih stabil dibandingkan
enzim intraselular. Produksi enzim lipase akan
meningkat jika ada induser yang sesuai dalam
medium. Tanpa induser enzim lipase tetap
diproduksi, tetapi dalam jumlah yang kecil
(Pratiwi dkk, 2013).
Stabilitas enzim merupakan sifat penting
yang harus dimiliki oleh enzim sebagai
biokatalis. Menurut Illanes (1999),  untuk
meningkatkan stabilitas enzim dapat dilakukan
dengan penggunaan zat aditif, modifikasi kimia,
amobilisasi dan rekayasa protein.
Amobilisasi enzim adalah suatu proses di
mana pergerakan molekul enzim ditahan pada
tempat tertentu dalam suatu ruang reaksi kima
yang dikatalisnya. Proses ini dapat dilakukan
dengan cara mengikatkan molekul enzim
tersebut pada suatu bahan pendukung (matriks)
tertentu melalui pengikatan kimia atau menahan
secara fisik dalam suatu rongga bahan
pendukung.  Hal ini dimungkinkan karena
molekul enzim yang struktural globular (tersier
maupun kuartener) mempunyai gugus hidrofilik
yang mengarah keluar dari permukaan molekul
enzim.
Gugus fungsi inilah yang berikatan
dengan gugus fungsi bahan pendukung untuk
membentuk ikatan kovalen atau non kovalen.
Metode amobilisasi secara fisik memiliki
kelebihan yaitu aktivitas dari enzim tetap
tinggi (tidak terjadi perubahan konformasi
enzim) dan media dapat diregenerasi (Susanto,
2003).
Salah satu matrik pendukung adalah
Bentonit yang mempunyai bentuk berupa
partikel butiran halus berwarna kuning muda,
putih dan abu-abu dengan massa jenis 2,2 – 2,7
g/L dan massa molekul relatif besar 549,07
g/mol.  Bentonit termasuk jenis mineral
mengandung montmorillonit, struktur mineral
lempung liat jenis TOT (2:1) artinya struktur
lembarannya disusun oleh dua lapisan
Tetrahedral (T) dan satu lapisan Oktahedral
(O).  Bentonit termasuk mineral clay golongan
smektit dioktahedral yang mengandung sekitar
80 % montmorillonit dan sisanya antara lain
kaolin, illite, gipsum, fieldspar, abu vulkanik,
pasir kuarsa dan montmorillonit yang berada
diantara dua lapisan tetrahedral (Lambe and
Whitman, 1979).
Metode
Media fermentasi M.Sarley terdiri dari
(gL-1) pepton 1 g;  Gum arab 5 g; minyak zaitun
10 ml; NaNO3 0,1 g;  KH2PO4 0,1 gr; MgCl2
.6H2O 0,05 g; CaCl2. 2H2O 0,05 g; dilarutkan
dalam buffer posfat pH 7.
NaOH 0,05 N, PP 1%, folin-ciocalteu,
Buffer fosfat pH 7,  larutan Bovine Serum
Albumin (BSA), kantong selofan dan Bentonit.
Bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi
Balai Laboratorium Kesehatan Daerah Provinsi
Lampung.
Pada penelitian menggunakan alat-alat
gelas, jarum ose, pipet tetes, mikropipet
Eppendroff, neraca analitik, lemari pendingin,
pembakar spirtus, buret dan statif, sentrifuga,
magnetik stirer, autoclave model S-90N, oven,
laminar air flow waterbatch shaker incubator
HAAKE, pH meter, penangas air, waterbath
incubator, ayakan 100 mesh dan
spektrofotometer UV-VIS Cary Win UV 3.
Penentuan kondisi optimum pertumbuhan
bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853
Penentuan kondisi optimum dilakukan
dengan menginokulasi bakteri Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 pada media M.Sarley
dalam buffer fosfat pH 7 pada suhu ruang yang
diinkubasi selama 24 jam.  Kondisi optimum
meliputi: variasi suhu (ºC ) 30; 35; 40; 45; 50;
55; 60, variasi pH 5; 5,5; 6; 6,5; 7; 7,5; 8; 8,5;
9, dan variasi waktu inkubasi selama 120 jam
dengan interval waktu sampling per 24 jam.  .
Produksi dan isolasi enzim lipase
Sebanyak 2% inokulum bakteri dalam
media M.Sarley diinkubasi pada kondisi
optimum (suhu, pH dan waktu inkubasi).
Ekstrak kasar enzim diuji aktivitasnya dengan
metode Titrimetri dan diukur kadar proteinnya
dengan metode Lowry.
Uji aktivitas enzim lipase
Uji aktivitas menggunakan metode
titrimetri (Pereira, 2001) : 2 mL minyak zaitun,
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1 mL buffer posfat 0,05M pH 7 dan 1 mL
enzim inkubasi 35ºC selama 30 menit. Substrat
enzim diinaktifkan dengan 1 mL campuran
aseton : etanol (1:1) , titrasi dengan NaOH 0,05
N menggunakan indikator PP 1%. Titrasi
dihentikan pada saat terjadi perubahan warna
larutan menjadi merah muda. Pengukuran
aktivitas dilakukan secara duplo. Untuk
penentuan blanko dilakukan dengan komposisi
larutan yang sama, tetapi saat dimasukkan
enzim dengan segera ditambahkan campuran
aseton : etanol (1:1) 1 mL, titrasi dengan
prosedur yang sama dengan analisis sampel.
Analisis aktivitas lipase dihitung berdasarkan
selisih volume titran sampel dengan blanko,
seperti persamaan dibawah ini;
Aktivitas Lipase :
= (A-B) x N NaOH x 1000
VE X t
A : Volume titrasi sampel (mL)
B : Volume titrasi blanko (mL)
[NaOH] : Konsentrasi NaOH (N)
t : Waktu inkubasi (menit)
VE : Volume Enzim (mL)
1000 : Nilai konversi dari mmol
kedalam satuan µmol
Pengukuran kadar protein metode Lowry
(Lowry et al., 1951).
Sebanyak 0,1 mL enzim, 0,9 mL akuades
direaksikan dengan 5 mL pereaksi C, biarkan
selama 10 menit pada suhu ruang.  Setelah itu
ditambahkan dengan cepat 0,5 mL pereaksi D
dan diaduk dengan sempurna, diamkan 30
menit pada suhu kamar.  Untuk kontrol, 0,1 mL
enzim diganti dengan 0,1 mL akuades,
selanjutnya perlakuannya sama seperti sampel.
Absorban diukur pada panjang gelombang 750
nm.  Untuk menentukan konsentrasi protein
enzim digunakan kurva standar BSA (Bovine
Serum Albumin).
Pemurnian Enzim Lipase
a. Fraksinasi
Ekstrak kasar enzim yang diperoleh
diendapkan dengan garam ammonium sulfat
pada berbagai derajat kejenuhan yaitu (0-20 %;
(20-40)%; (40-60)%; (60-80)%; dan (80-
100)%.
b. Dialisis
Enzim dengan aktivitas spesifik tertinggi
dimasukkan ke dalam kantong selofan dan
didialisis dengan bufer fosfat 0,01 M  pH 7
selama 24 jam pada suhu dingin.  Selama
dialisis, dilakukan pergantian larutan bufer
selama 4-6 jam agar konsentrasi ion-ion di
dalam kantong dialisis dapat dikurangi.
Amobilisasi enzim lipase
a. Preparasi matriks bentonit
Sebanyak 40 gram serbuk bentonit dikocok
dengan 160 ml HCl 2 M kemudian di centrifuge
150 rpm selama 4 jam.  Campuran di saring dan
endapan dicuci dengan aquades sampai pH 7
dikeringkan dalam oven 105ºC sampai beratnya
konstan (Adel dan Haerudin, 2003).
b. pH Pengikatan
Enzim 1 ml diikatkan pada 1 gram bentonit
dengan variasi pH 5 ; 5,5 ; 6 ; 6,5 ; 7 ; 7,5 dan 8
dalam buffer fosfat 0,05 M, diaduk 5-10 menit.
dibiarkan hingga matriks mengendap (filtrat
dan endapan) diuji aktivitas.
Pemakaian berulang enzim lipase:
1 mL enzim lipase di amobil dengan 1
gram bentonit pada pH optimum pengikatan,
campuran diaduk dan simpan dalam frezer
selama 30 menit, dicuci dengan akuades
sebanyak tiga kali, dicentrifuge dan endapan
(enzim amobil) diuji aktivitasnya untuk
pemakaian berulang dengan metode Titrimetri.
Karakterisasi enzim lipase sebelum dan
sesudah amobilisasi.
a. Suhu optimum
Suhu optimum enzim dilakukan dengan
memvariasikan suhu yaitu 30,  35;  40;  45;
55;  60;  65; dan 70; .
b. Penentuan KM dan Vmaks
Konstanta Michaelis-Menten (KM) dan
laju reaksi maksimum (Vmaks) enzim lipase
ditentukan dengan memvariasikan konsentrasi
substrat 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; dan 2,5% .
Uji stabilitas termal
Stabilitas termal enzim dilakukan dengan
mengukur aktivitas sisa enzim setelah
diinkubasi selama periode waktu 60 menit
dengan interval waktu 10 menit pada suhu dan
pH optimum untuk penentuan nilai ki, waktu
paruh, dan Perubahan energi akibat denaturasi
(∆Gi).
a. Penentuan nilai ki
Enzim lipase hasil pemurnian dan hasil
amobilisasi dilakukan dengan menggunakan
persamaan kinetika inaktivasi orde 1 (Kazan et
al., 1997) dengan persamaan: ln (Ei/E0) = - ki t
b. Perubahan energi akibat denaturasi
(∆G i) Enzim hasil pemurnian dan hasil
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amobilisasi dilakukan dengan persamaan
∆Gi = - RT ln (ki h/kB T)
Hasil Dan Pembahasan
Kondisi optimum produksi enzim lipase:
Bakteri Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 dapat memproduksi enzim lipase pada
kondisi optimum pertumbuhan yaitu pH7, suhu
35ºC dan waktu inkubasi 48 jam.
Produksi dan isolasi enzim lipase:
Produksi enzim lipase pada kondisi
optimum diperoleh aktivitas unit sebesar 3,33
U/mL dan aktivitas spesifik 56,25 U/mg.
Pemurnian enzim lipase:
1. Fraksinasi dengan amonium sulfat
Hasil fraksi (20-90)% aktivitas lipase
meningkat kemurniannya 5,6 kali dibandingkan
ekstrak kasar dengan aktivitas spesifik sebesar
315,74 U/mg.
Gambar 1. Fraksi (0-20 dan (20-90)%
dengan aktivitas spesifik enzim lipase.
2. Dialisis
Proses dialisis dilakukan untuk
menghilangkan molekul garam dan ion
pengganggu lainnya yang mempengaruhi
kestabilan enzim. Dialisis didasarkan pada
difusi partikel zat terlarut sehingga protein
enzim akan terpisah dari ion-ion garamnya.
Hasil dialisis menunjukkan aktivitas
enzim meningkat kemurniannya 9,2 kali
dibandingkan ekstrak kasar dengan aktivitas
spesifik sebesar 520 U/mg.
Tabel 1. Tahap pemurnian enzim lipase
Tahap
V.E
(ml)
AU
(U/m
L)
KP
(mg/
ml)
AS
(U/m
g)
AT
(U)
TK
(kali) (%)
Ekstrak
kasar 442 3,33 0,0592 56,25
1471,
86 1 100
F20-
90% 25 10,83 0,0343
315,7
4
270,7
5 5,6 18,4
Dialisis 33 4,16 0,008 520,00
137,2
8 9,2 9,3
V.E = Volume Enzim
AU = Aktivitas Unit
KP  = Kadar Protein
AS  = Aktivitas Spesifik
TK  = Tingkat Kemurnian
(%) = Recovery
Dari tahap-tahap pemurnian, terjadi
peningkatan kemurnian enzim. Aktivitas
spesifik enzim dipengaruhi oleh kadar protein,
semakin tinggi aktivitas spesifik suatu enzim
maka semakin tinggi kemurnian enzim,
disebabkan terjadinya pemisahan protein lain
yang bukan enzim. Dengan meningkatnya
aktivitas spesifik pada tiap tahap pemurnian,
menunjukkan bahwa proses pemurnian yang
dilakukan cukup baik.
Amobilisasi enzim lipase menggunakan
bentonit:
Enzim lipase amobil mampu digunakan
sebanyak lima kali pemakaian berulang.
Pemakaian berulang efektif pada pengulangan
yang ke-3 dengan aktivitas relatif sebesar 43%.
Penurunan aktivitas enzim lipase selama
proses pemakaian berulang ini disebabkan oleh
daya ikat matriks (bentonit) dalam mengikat
enzim yang semakin melemah. Hal ini
mengakibatkan ketidak-stabilan pada lipase
dalam mengkatalisis reaksi. Indikasi lain yang
terjadi adalah berkurangnya aktivitas enzim
akibat sudah jenuhnya enzim dalam mengikat
substrat sehingga daerah aktif enzim berkurang.
Karakterisasi enzim lipase sebelum dan
sesudah amobilisasi.
Suhu Optimum
Enzim lipase hasil pemurnian dan hasil
amobilisasi memiliki suhu optimum yang sama
yaitu 350C dengan aktivitas relatif 100%.
Kenaikan aktivitas enzim di bawah suhu
optimum disebabkan karena kenaikan energi
kinetika molekul yang bereaksi. Akan tetapi
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jika suhu tetap dinaikkan terus, energi kinetika
molekul enzim menjadi besar sehingga
memecahkan ikatan sekunder yang
mempertahankan enzim dalam bentuk aslinya,
akibatnya struktur sekunder dan tersier hilang
sehingga aktivitas enzim menurun.
Gambar 2. Suhu optimum enzim hasil
pemurnian dan amobil KM dan Vmaks enzim
hasil pemurnian dan hasil amobilisasi
Gambar 3. Grafik Lineweaver-Burk
enzim amobil
Gambar 4. Grafik Lineweaver-Burk enzim
hasil pemurnian
Data kinetika enzim lipase hasil
pemurnian KM 86,177 mgmL-1 substrat dan
Vmaks 35,714 μmol mL-1 menit-1. dan enzim
hasil amobilisasi KM 4,742 mgmL-1 substrat dan
Vmaks 4,854 μmol mL-1 menit-1.
Semakin kecil nilai KM semakin tinggi
afinitasnya terhadap substrat, sehingga semakin
rendah konsentrasi substrat yang dibutuhkan
untuk mencapai kecepatan reaksi katalitik
maksimum (Vmaks).
Stabilitas termal enzim lipase hasil
pemurnian dan enzim hasil amobilisasi.
Gambar 5. Stabilitas termal enzim hasil
pemurnian dan amobil
Bila dibandingkan dengan enzim lipase
hasil pemurnian maka enzim lipase hasil
amobilisasi lebih baik stabilitas termalnya hal
ini dimungkinkan karena enzim lipase setelah
diamobilisasi berada dalam matriks yang dapat
melindunginya dari pengaruh fisik dari luar.
Tabel 2. Nilai ki, t1/2, ∆Gi) enzim hasil
pemurnian dan amobil.
Enzim
Lipase
ki
(menit-1)
t1/2
(menit) ∆Gi(kJ mol-1)
Pemurnian 0,023 30,130 95,669
Amobil 0,018 38,500 96,296
y = 0,977x + 0,206
R² = 0,981
0,15
0,25
0,35
0,45
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2
1/V
 (m
L/U
)
1/S (mL/mg)
Enzim amobil
y = 2,413x + 0,028
R² = 0,984
-0,2
0
0,2
0,4
0,6
-0,2 -0,1 0 0,1 0,2
1/V
 (m
L/U
)
1/S (mL/mg)
Enzim hasil pemurnian
0,3
0,3
0
20
40
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80
100
120
0 10 20 30 40 50
AK
TIV
ITA
S (
%)
Waktu (menit)
y = -0.023x - 0.009
R² = 0.998
y = -0.018x + 0.011
R² = 0.985
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Gambar 6. Grafik In(Ei/E0) enzim hasil
pemurnian dan enzim
Hasil amobilisasi
Nilai ki yang semakin rendah
menunjukkan bahwa enzim semakin kurang
fleksibel dalam air yang diakibatkan terjadinya
pembentukan ikatan antara matriks bentonit
dengan gugus NH2 pada rantai samping residu
lisin yang ada dipermukaan.  Hal ini akan
mengurangi ketidakterlipatan (unfolding)
protein sehingga struktur enzim menjadi lebih
kaku dan enzim menjadi lebih stabil.  Oleh
karena itu terjadi penurunan nilai ki untuk
enzim hasil amobilisasi.
Enzim hasil amobilisasi memiliki ∆Gi
sebesar  96,296 kJ mol-1. Hal ini menunjukkan
bahwa untuk mendenaturasi enzim hasil
amobilisasi dibutuhkan energi yang lebih
tinggi, maka harga ∆Gi semakin besar.
Simpulan dalam penelitian ini yaitu bakteri
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 dapat
memproduksi enzim lipase pada kondisi
optimum pertumbuhan yaitu pH 7, suhu 35oC
dan waktu inkubasi 48 jam. Dari hasil
penelitian berdasarkan  penurunan nilai ki,
peningkatan waktu paruh (t1/2 ) dan peningkatan
∆Gi menunjukkan amobilisasi enzim lipase
menggunakan matriks bentonit dapat
meningkatkan kestabilan enzim dibandingkan
dengan enzim tanpa amobilisasi.
Dari hasil penelitian yang telah
dilakukan, maka disarankan adanya metode
pemurnian lainnya untuk meningkatkan
kemurnian enzim lipase misalnya dengan
menggunakan kromatografi atau dengan
elektroforesis dan adanya cara pengikatan
enzim pada matrik yang lebih efektif untuk
lebih meningkatkan stabilitas enzim lipase.
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